Nr rejestracyjny: 2016/23/D/NZ7/03904; Kierownik projektu: dr Mariusz Hartman

POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

Inhibitory bialek antyapoptotycznych z rodziny BCL-2 jako zwiazki wzmacniajace hamowanie
aktywnosci BRAFY*F w komorkach czerniaka.

Czerniak charakteryzuje si¢ stabg odpowiedzig na dostgpne terapie. Hamowanie aktywnosci kinazy
BRAFY®E  ktdrej obecnoéé¢ jest charakterystyczna dla 50-70% przypadkéw czerniaka, poprzez
zastosowanie selektywnych inhibitorow znaczaco poprawito mozliwos$ci terapeutyczne czerniaka.
Inhibitory BRAFY®® hamuja podzialy komoérek nowotworowych, jednak w niewielkim stopniu
uruchamiajg programowang $mier¢ komorki (apoptoze), co moze wynikaé¢ z wysokiego wyjsciowego
poziomu ekspresji wielu biatek antyapoptotycznych w komorkach czerniaka. Ponadto mechanizmy
opornosci, istniejace lub rozwijajace si¢ podczas stosowania leczenia, zwykle prowadza do wznowy.
Celem projektu jest ocena efektéw molekularnych i komérkowych encorafenibu, inhibitora nowej
generacji kinazy BRAFY*®F w komdrkach czerniaka oraz ocena efektywnosci réwnoczesnego
hamowania BRAFY®™F j konkretnych biatek antyapoptotycznych z rodziny BCL-2. Jako model
badawczy w projekcie beda wykorzystane populacje komorek czerniaka z mutacja BRAFY®F,
wyprowadzone z guzow pobranych od pacjentdéw i rosnagce w podtozu zawierajagcym czynniki wzrostu
EGF i bFGF. Taki model przedkliniczny czerniaka pozwala na zachowanie charakterystyki
wyj$ciowego guza Oraz utrzymanie zréznicowania fenotypowego populacji komérek czerniaka pod
wzgledem morfologii i aktywnosci wielu $ciezek sygnatowych istotnych dla rozwoju i progresji tego
nowotworu. Efekty encorafenibu zostang zbadane poprzez ocen¢ stopnia zahamowania proliferacji
komodrek oraz indukcji apoptozy i autofagii na poziomie komérkowym i molekularnym, z
zastosowaniem mikroskopii obrazujgcej zywe komorki, cytometrii przeptywowej, testu aktywnosci
kwasnej fosfatazy, Western Blotting i qRT-PCR. Ponadto, niedawno opisana metoda ‘Dynamic BH3
Profiling” umozliwi oceng stopnia uwrazliwiania komoérek czerniaka na apoptoze poprzez czesciowe
hamowanie aktywno$ci bialek antyapoptotycznych przez encorafenib. ‘Dynamic BH3 Profiling’
pozwoli rowniez na wskazanie konkretnych biatek antyapoptotycznych z rodziny BCL-2, ktore
chronig odmienne fenotypowo populacje komorek czerniaka przed $miercia w obecnosci
encorafenibu. Zostanie zweryfikowane, czy hamowanie aktywno$ci poszczegdlnych biatek
antyapoptotycznych za pomocg selektywnych niskoczgsteczkowych mimetykéw BH3 wzmocni
indukcje apoptozy w populacjach komorek czerniaka traktowanych encorafenibem. Ocena indukcji
apoptozy po zastosowaniu kombinacji badanych zwiazkéw zostanie przeprowadzona na poziomie
komorkowym i molekularnym, m.in. z wykorzystaniem frakcji mitochondrialnej uzyskanej z komérek
czerniaka oraz oceng zmian ekspresji 84 genéw zwigzanych z apoptoza, w tym kodujacych biatka z
domeng $mierci, kaspazy, biatka z rodziny BCL-2 oraz czynniki transkrypcyjne uczestniczace w
regulacji apoptozy. Oczekiwanym efektem realizacji projektu jest wskazanie potencjalnych celow
terapeutycznych w zakresie podstawowej maszynerii antyapoptotycznej, ktérych hamowanie w
skojarzeniu z encorafenibem moze poprawic¢ odpowiedz kliniczng pacjentéw z czerniakiem.



